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(57) Abstract 



The invention relates 
to a method for cloning and 
copying genetic material on 
surfaces as well as copying 
biological material insofar as 
it, in a broader sense, can 
be classified in a ligand re- 
ceptor system. The inven- 
tion thus relates, in particu- 
lar, to a method for propagat- 
ing ligands and receptors on 
at least two surfaces which 
comprises one or several of 
the following cycles: a) Im- 
mobilizing a ligand on a first 
surface of a solid phase; b) 
adding a solution of recep- 
tors and binding complemen- 
tary receptors to the ligands; 
c) transferring the receptor to 
an additional surface and im- 

mobilizing the receptor at that location; d) attaching an additional ligand to the immobilized receptor; e) transferring the ligand to a surface 
and immobilizing the same at that location. Nucleic acids are also understood as a ligand/receptor system. 
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(57) Zusamrnenfassung 



Die vorliegendc Erfindung betrifft cin Vcrfahren zum Klonieren und zum iCopieren genetischen Materials an Oberflachen, aber auch 
das Kopieren von biologischem Material, soweit es sich in ein Ligand-Rezeptor-nSystem im weiteren Sinne einordnen Iasst. Die Erfindung 
betrifft daher insbesonderc ein Verfahren zur Vermehrung von Liganden und Rezeptoren auf wenigstens zwei Oberflachen, umfassend 
einen oder mehrcre der folgenden Zyklen: a) Immobilisierung eines Liganden an einer ersten Oberflache einer Festphase; b) Zugabe einer 
Ldsung von Rezeptoren und Binden komplementarer Rezeptoren an den Liganden; c) Ubertragung des Rezeptors an eine weitere Oberflache 
und dortige Immobilisierung des Rezeptors; d) Anlagerung eines weiteren Liganden an den immobilisierten Rezepton e) Obertragung des 
Liganden an eine Oberflache und dortige Immobilisierung des Liganden. Als Liganden-/Rezeptor-System werden auch Nukleinsauren 
vers tanden . 
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Klonieren und Kopieren an Oberflachen 



Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Klonieren und zum Kopieren 
genetischen Materials an Oberflachen, aber auch das Kopieren von biologischem 
Material, soweit es sich in ein Ligand-Rezeptor-System im weiteren Sinne einordnen 
lasst. 

Verfahren zur exponentiellen Amplifikation molekularer Matrizen sind beispielsweise 
durch G. von Kiedrowski et al. (Nature 1998, Vol. 346, 245-248; DE 198 48 403) 
bekannt. Die Amplifikationszyklen sind dabei gekennzeichnet durch 

a) Binden von molekularen Matrizen an die Oberflache einer Festphase mittels 
eines reversibien Linkers an der Matrize; 

b) Zugabe von Matrizenfragmenten, wobei eines der Fragmente eine 
gegebenenfalls geschutzte Linkereinheit aufweist; 

c) Synthese von Kopien der Matrize; 

d) Entfernen von uberschussigen Matrizenfragmenten und Reaktionshilfsstof- 
fen; 

e) Ablosen der Kopien von der Matrize; und 

f) Besiedlung freier Bindungsstellen an der Festphase durch synthetisierte 
Matrizenkopien. 

Dieses Verfahren stellt somit ein iteratives schrittweises Amplifikationsverfahren 
dar, das es erlaubt, die vorhandene Menge an molekularer Matrize exponentiell zu 
erhohen und somit einen sinnvollen Evolutionsprozefl ermogiicht. Das Verfahren 
verwendet dazu die Oberflache eines festen Tragers. Durch chemische Verknup- 
fung auf immobiiisierten Matrizen werden Kopien aus Vorstufenmatrizen syntheti- 
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siert, die dann freigesetzt werden, so dass sie zu neuen Matrizen werden. Der Vor- 
gang kann beiiebig oft wiederholt werden. 

Weiter ist aus der US 5,641,658 die sogenannte "Bridge"-Technologie bekannt. 
Hierbei handelt es sich um ein Amplifikationsschema, welches von konventionellen 
5 PCR-Methoden ausgeht, sich jedoch zur Aufgabe gesetzt hat, ortsgebundene 
Amplifikation zu erreichen. Die "Bridge'-Technologie findet vielerlei Verwendung, 
insbesondere bei analytischen Methoden, die auch mit gewohnlicher PCR durchge- 
fuhrt werden kdnnten, jedoch Separations- und Detektionsschritte der amplifizierten 
Produkte erieichtert. Diese Technologie zeichnet sich dadurch aus, daB Amplifikati- 
10 on, Selektion und Detcktion in einem einzigen Verfahren vereint sind. Weitergehen- 
der Stand der Technik ist auf der Homepage der die "Bridge'-Technologie vermark- 
tenden Firma MOSAIC Technologies, Inc. (USA) enthalten ( www.mostek.com) . Im 
wesentlichen handelt es sich bei dieser Technologie um folgendes: 

Die Bridge-Technologie beschreibt ein Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsau- 
15 ren an Festphasen, wobei beide Amplifikationsprimer kovalent uber ihr S'-Ende an 
einer einzelnen Festphase gebunden sind. Es handelt sich daher um eine Weiter- 
entwicklung der bekannten Polymerase-Kettenreaktion ("polymerase chain reacti- 
on", kurz: PCR). Statt in Losung wird an einer festen Phase PCR durchgefuhrt Be- 
sonderer Vorteil dieses Verfahrens ist die Fahigkeit, von einer einzelnen Probe eine 
20 Vieizahl von verschiedenen genetischen Elementen simultan zu amplifizieren und 
zu analysieren. Anwendungsgebiete der Bridge-Technologie sind Genexpression, 
Genomforschung, klinische Diagnostik und Untersuchungen biologischer 
Flussigkeiten, wie z.B. Blut. Eine erhdhte Amplifizierungsrate wird durch 
Eliminierung uneffektiver Primer-Artefakte (wie Primer-Dimere) erreicht. Dadurch 
25 konnen einfache, sensitive und kostengunstige DNA-Detektionsmethoden 
entwickelt werden, z.B. mittels Fiuoreszenz. Da die Bridge-Technologie vorsieht, 
dad samtliche Amplifikationsprodukte an der festen Phase gebunden bleiben, sind 
Prolongationsverschmutzungen gering, was wiederum den diagnostischen Wert des 
Verfahrens im Gegensatz zur herkommiichen PCR erhoht. 

30 Wahrend das oben beschriebene Verfahren von v. Kiedrowski et al. den Vorteil der 
Festphasenamplifizierung ganzer Populationen aufweist, weifit das Verfahren ge- 
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mafi der US 5,641,658 den Vorteii auf, eine einzige Matrize an einer Festphase zu 
ampiifizieren. Nachteilig an diesem Bridge-Verfahren ist, daG eine Amplifizierung 
mit dem Problem der Produktinhibition verbunden ist, d.h. eine neu hergestellte 
Kopie kann nicht nur mit dem benachbarten immobilisierten Primer, sondern auch 
5 mit dem ebenfalls benachbarten, ursprunglichen Matrizenstrang erfolgen. Weiterer 
Nachteil ist die untere Langenbegrenzung, die notwendig ist urn die Brucke ("Brid- 
ging") als Doppelstrang zu erreichen. Ferner erfolgt keine Strangtrennung, so dafl 
fur den diagnostischen Einsatz die Hybridisierungssignaie durch die Hybridisierung 
mit den komplementaren Strangen abgeschwacht wird. 

10 In der DE 694 09 646 T2 wird ein Verfahren zur Amplifikation einer Nukleinsaure 
beschrieben, bei dem der eine Primer an einer Festphase gebunden ist, und der 
zweite Primer an ein Teilchen gebunden ist, das auf ein magnetisches Feld an- 
spricht. Diese Primer werden in Ziel-Nukleinsauresequenzen eingebaut. Nach ei- 
nem Extensionsschritt erfolgt eine Trennung der Nukleinsaurestrange durch Anle- 

15 gen eines elektromagnetischen Feldes. Der magnetische Primer kann teilchenge- 
bunden, somit als eine Art von Festphase vorliegen. Zur Bindung der Primer an den 
Festphasen ist das Avidin/Biotin-System geeignet. Das Verfahren ist auch zur Klo- 
nierung geeignet. 

In der US 5,795,714 ist ein Verfahren beschrieben, welches in einer Ausfuhrung ein 
20 Array von Oligonukleotiden verwendet. die uber Biotin-Avidin-Wechselwirkungen mit 
der Festphasen-Oberflache verknupft sind. Das Verfahren beschreibt in dieser Aus- 
fuhrungsform die Anhybridisierung komplementarer Strange, Primerextensionsreak- 
tionen, das Anybridiseren eines zweiten biotinylierten Primers an die Primerextensi- 
onsprodukte und die Extension des zweiten Primers. Ein blotting der Kopien auf ein 
25 zweite mit Avidin beschichtete Oberflache wird erwahnt. Als nachstliegender Stand 
der Technik wird daher die US 5,795,714 angesehen. 

Nachteilig bei den genannten Verfahren ist, dass eine mehrfache Replikation im 
Sinne einer exponentiellen Amplifikation nicht moglich ist und dass die durch ein 
elektromagnetisches Feld erreichbare Translation der Kopien nicht unter Erhalt 
30 der disinformation erfolgt. 
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Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es daher unter Vermeidung der er- 
wahnten Nachteiie Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Klonie- 
rung und Kopierung an Oberflachen zur Verfugung zu stellen, welches die Vermeh- 
rung von biologischem Material unter Erhalt der Ortsinformation ermoglicht. 

5 Oberraschenderweise wurde ein Verfahren gefunden, welches es ertaubt, Nukiein- 
sauren, Liganden und Rezeptoren, sowie vergleichbare biologische Systeme zu 
vermehren und mit Hilfe eines elektrischen Feldes raumlich voneinander zu tren- 
nen, sowie auf einer Oder mehreren festen Oberflachen nach der Vermehrung unter 
Erhalt der Ortsinformation zu immobilisieren und damit zu fixieren. 

10 Im Sinne der Erfindung wird unter einem biologischen System grundsatzlich eine 
Wechselwirkung von Nukieinsauren jedweder Art untereinander und/oder mit Pepti- 
den/Proteinen/Polymerasen/Enzymen verstanden (DNA/RNA/PNA/pRNA/2' - 5* 
Nukleotide und RNA/DNA-Spiegeimere (vgl. PCT/EP97/04726)), genauso wie Anti- 
gen/Antikorper-Komplexe Oder generell Ligand/Rezeptor-Systeme. 

15 Die Erfindung macht sich daher die Tatsache zunutze, dass Nukieinsauren und 
zahlreiche andere biologisch relevante Molekule aufgrund ihrer Ladung durch Ante- 
gen eines elektrischen Feldes in diesem bewegt werden konnen. Vorliegend wer- 
den auf diese Weise ein jeweils stationar gebundenes Molekul von einem korres- 
pondierendem Molekul getrennt, indem das nicht-stationar gebundene Molekul ent- 

20 weder nach Synthetisierung desselben oder nach einer "Identifizierungsreaktion" 
mit Hilfe des elektrischen Feldes voneinander getrennt werden. Da die Molekule 
entlang der Feldlinie des elektrischen Feldes wandern, fuhrt dies zu einer Wande- 
rung der Molekule unter Erhalt der Ortsinformation, Dies unterscheidet das erfin- 
dungsgemalSe Verfahren auch wesentlich von vorbekanntem Stand der Technik, da 

25 beispielsweise in der DE 694 09 646 T2 die Ortsinformation nicht erhalten bleibt; 
denn das dort beschriebene elektromagnetische Feld dient nicht der Erhalt der Ort- 
sinformation. 

Vorzugsweise (aber nicht zwingend) sind die Oberflachen dabei koplanar zueinan- 
der angeordnet. 
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Zum grundsatzlichen Verstandnis der Erfindung gehort, dass komplementare Nuk- 
leinsauren seibst nichts anderes als ein Spezialfall eines komplementaren Ligand/ 
Rezeptor-Systems im klassischen Sinn darstellen. 

Die Erfindung betrifft daher ganz allgemein Verfahren zur Vermehrung von Ligan- 
5 den und Rezeptoren auf wenigstens zwei Oberflachen vor, umfassend einen oder 
mehrere derfolgenden Zyklen: 

a) Immobilisierung eines Liganden an einer ersten Oberflache einer 
Festphase; 

b) Zugabe einer Losung von Rezeptoren und Binden komplementarer 
Rezeptoren an den Liganden; 

c) Ubertragung des Rezeptors an eine weitere Oberflache und dortige 
Immobilisierung des Rezeptors; 

d) Anlagerung eines weiteren Liganden an den immobilisierten Rezep- 
tor; 

e) Ubertragung des Liganden an eine Oberflache und dortige 
Immobilisierung des Liganden. 

Die Rolle der Oberflache (nachfolgend auch "Trager") im erfindungsgema&en Ver- 
fahren besteht darin, komplementare Matrizen, die in Losung stabile Duplexe bilden 
wurden, voneinander getrennt zu halten. Geeignete Tragermaterialien bestehen 
dabei aus organischem oder anorganischem Material Oder aus einem Hybrid dieser 
Materialien. Organische Tragermaterialien sind Polymere auf Zuckerbasis, vor- 
zugsweise Agarose, Cellulose, sowie geeignete Derivate oder technische Polymere 
wie Polystyrol, Polyacrylat, Polyacrylnitril, Polyaikene oder Pfropfcopolymer (z.B. PS 
PEG, PAN-PEG, PAN-PAG usw.), aber auch elektrisch leitende Polymere (z.B. Po- 
lyvinylpyrrol). Anorganische Tragermaterialien kbnnen z.B. Glas sowie Metalle sein, 
wobei insbesondere der Goldoberflache (infolge Goldthiolatwechselwirkung) und 
Halbleiteroberflachen besondere Bedeutung zukommt. 

Bindungen kbnnen mittels kovalenter oder nicht-kovalenter Bindung erfolgen, wobei 
unter nicht-kovalenter Bindung sowohl ionische ais auch nicht-ionische Bindungs- 
30 systeme und insbesondere Mitglieder von immunologischen Bindungspaaren wie 
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Avidin/Streptavidin Oder Antigen-Antikdrper umfasst sind. Die Auswahl geeigneter 
Bindungslinker erfolgt unter dem Gesichtspunkt, dass diese nicht mit ubrigen im 
System auftretenden Faktoren unerwunschte Wechseiwirkungen eingehen. Insbe- 
sondere durfen bei der Anhybridisierung eines Primers keine Wechseiwirkungen mit 
5 Oberflachenbezirken auftreten, die das Tempiat enthalten. Dies setzt eine steuerba- 
re und durch auliere Bedingungen beeinflufibare Bindungschemie voraus. Die Feh- 
timmobiiisierung kann auch dadurch verhindert werden, dass an Steile eines "akti- 
vierbaren Reaktivprimers*' (siehe unten) Paare von Primern verwendet werden, de- 
ren Extensionsprodukte orthogonal immobiiisiert werden konnen. Orthogonal heifSt 

10 hier, dafJ fur einen Primer, der an ein Tempiat hybridisiert wird, keine Bindungsstel- 
len vorhanden sind, hingegen nach der Translokation des Primerextensionsproduk- 
tes an die gegenuberliegende Oberflache Bindungsstellen vorhanden sind. Die Art 
der Primerzugabe und der Reaktionsfuhrung muss diesem Gesichtspunkt Rech- 
nung tragen. Unter aktivierbaren Reaktivprimern werden im Sinne der Erfindung 

15 solche Primer verstanden, die eine reaktive Funktionalitat besitzen und deren Reak- 
tivitat durch die Wahl geeigneter auRerer Bedingungen beeinflussbar ist. 

Die Erfindung betrifft insbesondere aber auch ein Verfahren zur enzymatischen 
Vermehrung von Nukleinsauren auf wenigstens zwei Oberflachen, umfassend einen 
oder mehrere der folgenden Amplifikationszyklen: 

20 a) Immobiiisierung eines ersten Primers an einer ersten Oberflache ei- 



ner Festphase; 



25 



b) Zugabe einer Losung von Nukleinsauren und Binden komplementa- 
rer Fragmente an den ersten Primer; 

c) Verlangerung des ersten Primers an seinem 3'-Ende, korrespondie- 
rend zu dem komplementaren Fragment, durch eine Polymerase; 



Freisetzen der komplementaren Fragmente; 



30 



e) Anlagerung eines zweiten Primers an das 3'-Ende der verlangerten 
Nukleinsaure; 

f) Verlangerung des zweiten Primers an seinem 3'-Ende durch eine Po- 
lymerase; 
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g) Ubertragung des zweiten Primers an eine weitere Oberflache und 
Immobiiisierung des verlangerten Primers; 

h) Anlagerung eines weiteren ersten Primers an das 3'-Ende des zwei- 
ten, verlangerten Primers. 

5 Daneben beschreibt die Erfindung aber auch in einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
ein Verfahren zum Kopieren von Nukleinsauren von einer ersten auf eine zweite 
Oberflache, umfassend folgende Verfahrensschritte: 

a) Immobiiisierung von Nukleinsauren durch Reaktion mit der Oberfla- 
che eines festen Tragers; 

0 b) Erzeugung von doppelstrangigen Molekulen durch 

ba) Hybridisierung komplementarer Einzelstrange; oder 

bb) chemische oder enzymatische Ligation von komplementaren 
Fragmenten; 

be) chemische oder enzymatische Verlangerung von komplementa- 
5 ren Primern; 

c) Ubertragung der Komplementarstrange auf eine zweite Oberflache 
und Immobiiisierung derselben. 

Bei alien vorgenannten erfindungsgemaden Madnahmen ist es bevorzugt, die Gber- 
tragung mittels eines elektrischen Feldes unter Erhait der Ortsinformation vorzu- 
!0 nehmen. Ebenfalls bevorzugt ist die raumliche Trennung der Oberflachen. 

Dieses Verfahren ist nutzlich fur die Vermehrung von biologischem Material auf so- 
genannten M Genchips M . Dabei ist es grundsatzlich (wie uberhaupt in den erfin- 
dungsgemalien Verfahren) unerheblich, ob das S'-Ende, das 3'-Ende oder eine se- 
quenzinterne Position als Ausgangspunkt fur die Verknupfung mit der Oberflache 
!5 dient. 

Es ist bereits bekannt, eine grofie Anzahl immobilisierter polymerer Verbindungen 
auf einem Objekttrager aufzubringen oder zu synthetisieren, urn damit selektiv dar- 
an bindende Verbindungen nachzuweisen (Fodor et al., Science 251, 767-773, 
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1991; US 5,510,270, US 5,489,678, US 5,445,934, US 5,424,186). Dazu ist es ai- 
lerdings zuvor notwendig, fur den Herstellungsprozess solcher "Arrays" von Son- 
den, lithographische Masken herzustellen und zu verwenden und die monomeren 
Ausgangsverbindungen mit photolabiien Schutzgruppen zu versehen. Fur einen 
5 Synthesezyklus bei der Peptidsynthese benotigt man mindestens 20 solcher Mas- 
ken je Synthesezyklus, bei n Zyklen also n x 20 Masken; bei der Synthese von Oli- 
gonukleotiden benotigt man 4 solcher lithographischer Masken, fur n Zyklen also n 
x 4 Masken. Diese lithographischen Masken werden dazu benotigt, urn an definier- 
ten raumlichen Stellen des "Arrays" eine Belichtung zu erlauben, an alien anderen 

10 Stellen des "Arrays" jedoch nicht. An den definierten, belichteten Stellen wird eine 
lichtempfindliche Schutzgruppe abgespalten und dadurch eine reaktive Gruppe frei- 
gesetzt, an die im Anschluss ein neuer monomerer Baustein des Polymers binden 
kann. Durch vielfaches Anwenden von jeweils individuellen Masken und durch viel- 
fache Wiederholung von Kopplungsprozessen werden solche "Arrays" aufgebaut. 

15 Derartige Genchips wurden bislang also nach aufwendigen und aufierst kostenin- 
tensiven lithographischen Verfahren hergestellt (vgl. hierzu auch die US 
5,700,637)). 

Die Erfindung bietet daher uberraschenderweise eine einfache Alternative zu derar- 
tigen Verfahren, die daruber hinaus noch wesentlich effizienter und genauer ist. 

20 Aufgrund der Vielzahl von Informationen, die auf derartigen Genchips enthaiten sein 
konnen, ist es sogar mbglich, ganze Gen-Datenbanken, resp. Bibliotheken fur 
Screeningzwecke bereitzustellen. Erfindungsgemaft ist vorgesehen, daft die Nuk- 
leinsauren auf dem festen Trager zweidimensional geordnet angeordnet sind und 
entsprechend dieser Ordnung ubertragen werden. Die zweidimensionale Ordnung 

25 kann im Sinne der Erfindung auch als "Unordnung" verstanden werden. Insbeson- 
dere bei grolien Bibliotheken herrscht zwangslaufig keine Zuordnung hinsichtlich 
der Bindung einzelner Molekule an bestimmte Orte. Bei einer Ubertragung jedoch 
werden raumlich gesehen die nicht-zugeordneten Molekule der Bibliothek mit ihrer 
ursprunglichen Ortsinformation ubertragen. Es handelt sich also urn eine Unord- 

30 nung, die gleichwohl geordnet unter Erhalt der Ortsinformation ubertragen wird. 

Einsatzgebiete der Erfindung sind beispielsweise die Herstellung von Genchips fur 
diagnostische Zwecke in der Human- und Veterinarmedzin. 
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In dem erfindungsgemalSen Verfahren kdnnen die erzeugten Kopien der Nuklein- 
sauren identisch oder komplementar zu der Ausgangssequenz (Matrize) sein. Unter 
"komplementar" im Sinne der Erfindung ist zu verstehen, dass die Kopie der Matrize 
sich von der Ausgangsmatrize unterscheidet, die Kopie dieser Kopie jedoch wieder 
5 identisch mit der Ausgangsmatrize ist. Soweit erforderlich wird dies nachfolgend 
kurz mit "(+)-Strang" und "(-)-Strang" bezeichnet. Die Reaktionen erfolgen im sei- 
ben ReaktionsgefaG. Unter Nukleinsauren werden sowohl D- als auch L- 
Nukleinsauren (Spiegelmere) verstanden, sowie jedwede Modifikation davon. 

Auch kdnnen Immunreaktionen in Form von Immunoassays oder Radioimmunoas- 
10 says (Antikorper-Antigen-Reaktionen) mit diesem erfindungsgemaliem Verfahren 
durchgefuhrt werden. 

Die Erfindung bietet bislang ungeahnte Vorteile bei alien bekannten - konventionel- 
len - medizinisch-diagnostischen und biochemisch/ biotechnologisch/ gentechnolo- 
gisch relevanten Methoden, weswegen sich vielfache Anwendungsgebiete anbieten. 
15 Beispielhaft seien hier nur folgende Anwendungen genannt: 

Das erfindungsgemalie Verfahren kann zur qualitativen und quantitativen Erfas- 
sung von DNA und RNA-Molekulen verwendet werden. Mit dem Verfahren konnen 
auch komplexe genetische Poiymorphismen und multiple Allele simultan analysiert 
werden. Durch die Vermehrung der DNA oder RNA-Molekule an festen Phasen 

20 konnen Primerartefakte (z.B. Primer-Dimere) vermieden werden. Ein weiterer Vor- 
teil ist darin zu sehen, dass die zu quantifizierende Probe nur zu Beginn des Verfah- 
rens eingesetzt wird und dann alle Vermehrungsprodukte durch spezifische Bin- 
dungen auf den Oberflachen fest verankert sind. Damit konnen die in der PCR- 
Diagnostik haufig storenden Signale durch Verunreinigungen vermieden werden. 

25 Die Reinheit der Oberflachen kann durch elektrostatische Abstoflung unspezifisch 
gebundener DNA- oder RNA-Molekule verbessert werden. Das Verfahren kann da- 
her in der funktionellen Genomik und der Pharmakogenomik eingesetzt werden 
(vgi. Oliver et al. Trans Biotechnoi. 16, 373-378 (1998); Housman and Ledley, Na- 
ture Biotechnology 16, 492-493 (1998)). 



30 Das erfindungsgemalie Verfahren kann zur Erfassung von differentieller Ge- 
nexpression genutzt werden. Weiterhin lasst sich das Verfahren mit den im Stand 
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der Technik bekannten Methoden, wie z.B. Differentia! Display RT-PCR (DDRT- 
PCR), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) Oder differentieller Hybridisie- 
rung kombinieren (Wan et al., Nature Biotechnology 14, 1685-1691 (1996)). Durch 
Vergleich der Genexpression lassen sich beispielsweise neue pharmakologische 
5 Wirkorte auffinden. 



Zur schnellen qualitativen und quantitativen Erfassung kann das Verfahren mit den 
im Stand der Technik bekannten Sensorverfahren, wie z.B. Oberflachen-Plasmon- 
Resonanz-Sensoren, evaneszenten Feld-Sensoren, faseroptische Sensoren, Git- 
terkopplern oder RIFS (Reflektorische Jnterferometrische Spektroskopie) kombiniert 
10 werden (Scheller et al., Frontiers in Biosensorics, Birkhauser Verlag Basel (1997)). 

Die Erstellung von Gen- und Genombibliotheken nach dem erfindungsgemafien 
Verfahren kann mit den im Stand der Technik bekannten Verfahren zur Ligation von 
Adaptern oder Linkern kombiniert werden. Ein besonderer Vorteil des Verfahrens 
besteht darin, dass bei Verwendung von zwei verschiedenen Primern fur die Immo- 
1 5 bilisierung an den Oberflachen ausschlieBlich Molekule mit zwei verschiedenen A- 
daptern oder Linkern vermehrt werden. Somit tassen sich die jeweils komplementa- 
ren Einzelstrange auf den Oberflachen getrennt vermehren. 

Daruber hinaus ist auch eine Kombination mit Verfahren moglich, die eine ortsge- 
richtete Immobilisierung sowie ein Umsortieren der an einer Oberflache gebunde- 

20 nen Molekule gestatten. Hierzu gehoren einerseits Methoden, die auf Elektrodenar- 
rays, bei denen eine oder mehrere bestimmte Mikroelektroden gezielt ansteuerbar 
sind, aufbauen. Die Elektrodenarrays konnen dabei z.B. durch Halbleiterchips reali- 
siert werden, wie sie von der Firma Nanogen ( www.nanoqen.com) entwickelt wur- 
den. Andererseits gehoren hierzu Methoden, die eine Verwendung von Scanning- 

25 Techniken implizieren, bei denen piezoelektrische Elemente fur eine hochstprazise 
laterale Adressierung bis hin in den Sub-Nanometerbereich sorgen. Bevorzugt ist 
die Anwendung der Scanning Electrochemical Microscopy (SECM), die zur elektro- 
chemischen Deposition der Molekule und daruber hinaus in Verbindung mit elektro- 
chemischen Probes zur Detektion einsetzbar ist. Aber auch Methoden wie die Ato- 

30 mic Force Microscopy (AFM) sind geeignet, einzelne Molekule lateral zu translozie- 
ren. 
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Die nach dem Verfahren erstellten Bibliotheken konnen mit den im Stand der Tech- 
nik bekannten Verfahren sequenziert werden, wie z.B. Sequenzierung durch Dide- 
soxytermination nach Saenger, Sequenzierung durch chemische Spaltung nach 
Maxam und Gilbert, Sequenzierung durch Hybridisierung, Sequenzierung durch 
5 Kappilareiektrophorese Oder MALDl-Massenspektrometrie (vgi. Adams, Fields, Ven- 
ter in: Automated DNA Sequencing and Analysis, Academic Press, 1994). 

Die erstellten Gen- und Genombibliotheken konnen fur die Zuordnung von DNA- 
bzw. RNA-bindenden Faktoren eingesetzt werden. So lassen sich z.B. die spezifi- 
schen Bindungsorte fur Transkriptionsaktivatoren oder Repressoren simultan erfas- 
10 sen. Die verwendeten Gen und Genombibliotheken konnen dabei einzelstrangig 
oder doppelstrangig sein. 

Das Verfahren kann zur Gen und Genomsynthese sowie zur Rekombination geneti- 
schen Materials verwendet werden. Die in Fig. 7 (siehe unten) beschriebene Me- 
thode erlaubt die Verknupfung beliebiger Fragmente mit nur partieller Komplemen- 

15 taritat. Es bietet sich insbesondere an, offene Leseraster mit geeigneten Startsigna- 
len fur biologische Expressionssysteme zu versehen. Weiterhin kann das Verfahren 
mit der in vitro-Trankription und der in vitro-Translation gekoppelt werden. Da mit 
dem erfindungsgemaflen Verfahren die Trankriptions- und Translationsprodukte 
unter Erhalt der disinformation erzeugt werden konnen, lassen sich raumliche An- 

20 ordnungen dieser Produkte auf Wechselwirkung mit weiteren Faktoren testen. Da- 
mit konnen funktionelle Zuordnungen simultan erfasst werden, die im Stand der 
Technik nur durch aufwendige Verfahren, wie z.B. das 'Two Hybrid-System" gefun- 
den werden (Fredericson, Curr. Opin. Biotechnol. 9, 90-96 (1998)). Damit konnen 
nach dem erfindungsgemafien Verfahren neue pharmakologische Wirkorte gefun- 

25 den bzw. neue diagnostische Strategien entwickelt werden. 

Das Verfahren kann ferner mit dem im Stand der Technik bekannten Methoden 
zum Auffinden funktioneller Molekule aus kombinatorischen Bibliotheken kombiniert 
werden. So kann z.B. ein Zielmolekul (Target) an einer ersten Oberflache immobili- 
siert werden. Nach Kontakt mit einer kombinatorischen Nukleinsaure-Bibliothek 
30 konnen die nicht-bindenden RNA- oder DNA-Molekule abgetrennt werden. Die bin- 
denden Molekule aus der kombinatorischen Bibliothek werden nach dem erfin- 
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dungsgemalien Verfahren auf eine zweite Oberflache ubertragen und unter Erhait 
der disinformation vermehrt. Die Zusammensetzung der bindenden Molekule kann 
durch Sequenzierung ermittelt werden. 

Weiterhin kann durch zyklische Vorgehensweise eine evolutive Optimierung der 
5 bindenden MolekOle erfolgen. Die bereits seiektierten Molekule werden erneut mit 
den immobilisierten Zielmolekulen in Kontakt gebracht und wiederum vermehrt. Bei 
fehlerhafter Vermehrung entstehen Tochtermolekule mit zum Teil verbesserten 
Bindungseigenschaften. Die Population der aus der Stammsequenz durch Mutation 
hervorgehenden Sequenz wird nach Eigen als Quasisequenz bezeichnet. Das er- 
10 findungsgemaSe Verfahren zeichnet sich nun dadurch aus, dafi die Mitglieder u ,r 
Quasispezies raumlich co-lokalisiert sind, wodurch das Konzept der Quasispezies 
mit einer lateralen Dimension versehen sind. 

Unter immer stringenteren Bedingungen, wie z.B. Abnahme der Target- 
Konzentration und zunehmendes Spulen, laSt sich eine systematische Optimierung 
15 der funktionellen Eigenschaften erreichen. Bei dem erfindungsgemalien Verfahren 
kann der Selektionsdruck auch durch zunehmende elektrostatische Abstoliung er- 
reicht werden. Weiterhin taflt sich das Verfahren mit den im Stand der Technik be- 
kannten Methoden zur Selektion katalytischer Nukieinsauren kombinieren (Tarosow 
et a!., Nature 389, 54-57 (1997)). 

20 Insbesondere bietet sich demnach die Verwendung des Verfahrens zur Klonierung 
genomischer Fragmente von DNA, cDNA und RNA an. Dies kann insbesondere 
unter Verwendung von replikativen Polymerases z.B. Polymerase III aus Escheri- 
chia coli geschehen; der Vorteil besteht in einer Vermeidung von Fehlern beim 
Replizierungsprozeli. Ferner bietet sich die Subklonierung nach Restriktionsverdau 

25 an. Die Subklonierung spielt eine Roile bei der Sequenzierung grofier genomische 
Fragmente, wobei der Vorteil bei Verwendung des erfindungsgemalien Verfahren 
darin liegt, daS ein erheblicher Zeitgewinn bei der Sortierung grolier Nukleinsaure- 
bibliotheken erreichbar ist, wie beispielsweise durch Subklonierungstechniken wie 
"shotgun cloning" oder das Erzeugen gezielter Deletionsvarianten, z.B. Exonukiea- 

30 se-III-Behandlung (vgl. Adams, Fields, Venter, in: Automated DNA Sequencing and 
Analysis, Academic Press. 1994). 
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Weiterhin ist die Verwendung des Verfahrens fur das Sortieren von benachbarten 
Fragmenten durch Hybridisierungstechniken ("chromosome walking") vorteiihaft. 

Aber auch die Verwendung des Verfahrens zum Kopieren von Genchips bietet un- 
geahnte Moglichkeiten. So konnen beispielsweise Genchips mit einer Bibliothek von 
5 Virusantigenen als Ausgangsmaterial verwendet werden, Durch Reaktion mit Pati- 
entenblut und Bindung darin enthaltener Antikorper lasst sich eine Immunreaktion 
detektieren. Hier greift das erfindungsgemaBe Verfahren nach Anspruch 9 ein und 
fuhrt dazu, dass die identifizierten Antikorper auf eine Oberflache transferiert wer- 
den (via die elektrische Ladung des Antikorpers). Das Verfahren lasst sich beliebig 

10 oft wiederholen, was wiederum zu einer Signalverstarkung fuhrt. Somit findet quasi 
eine lineare Vermehrung statt, die auch schwache Immunsignale identifizierbar 
macht Dies macht beispielsweise in der AIDS-Diagnostik Sinn, wo ein besonderes 
Problem bekanntlich darin liegt, zu Beginn der Infektion dieselbe zu detektieren. Es 
ist mithin mdglich, schon im Fruhstadium Krankheiten oder Allergien nachzuweisen. 

15 Das erfindungsgemaSe Verfahren bietet sich jedoch auch fur die exponentielle 
Vermehrung an, die bei Verwendung eines immobilisierbaren Antigens stattfinden 
kann. Ferner kann mittels Halbleitertechnologie und/oder einer Mikromanipulation 
("align-Techniken") ein Sortiervorgang auf Genchips vorgenommen werden. Wei- 
terhin besteht die Mdglichkeit, die geladenen Nukleinsauren mit einer positiv gela- 

20 denen Kopfgruppe zu versehen, die in der Gesamtladung uberwiegt. Dadurch kon- 
nen die Molekule im elektrischen Feld ausgerichtet werden und erlauben damit eine 
hohe Beiadungsdichte auf den Chips (DNA/RNA). 

Mithin liegt auch die Verwendung des Verfahrens zur Verstarkung eines immunolo- 
gischen Ligand/Rezeptor-Paares auf der Hand. 

25 Weitere vorteilhafte Mafinahmen sind in den ubrigen Unteranspruchen enthalten. 
Die Erfindung ist in den anliegenden Zeichnungen dargestellt und wird nachfolgend 
naher beschrieben: 

Die Fiqur 1 beschreibt ein allgemeines Verfahren zur Vermehrung von Liganden 
und Rezeptoren auf zwei Oberflachen; im einzelnen: 
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(1) Ein Ligand wird durch eine Reaktion an der Oberflache eines festen Tragers 
immobilisiert; 

(2) Der Ligand bindet einen Rezeptor; 

(3) Der Rezeptor wird auf eine zweite Oberflache iibertragen; dies geschieht 
5 wiederum durch Anlegen eines elektrischen Feldes; nach Kontakt mit der 

zweiten Oberflache wird der Rezeptor durch eine Reaktion immobilisiert; 

(4) Ein freier Ligand wird an den immobilisierten Rezeptor angelagert; 

(5) Der Ligand wird auf die zweite Oberflache ubertragen (mit Hilfe eines elekt- 
rischen Feldes); dort wird er immobilisiert. 

10 Das Verfahren kann beliebig oft durchgefuhrt, resp. wiederholt werden. 



Die Fiqur 1a beschreibt das Verfahren gemaS der Figur 1 , wie es entsprechend der 
Figur 3a zu Figur 3 unten beschrieben ist. 

Die Figur 2 beschreibt ein allgemeines Verfahren zur Vermehrung von Liganden 
und Rezeptoren auf wenigstens zwei Oberflachen; im einzelnen: 

15 (1) Ein Ligand wird durch eine Reaktion an der Oberflache eines festen Tragers 
immobilisiert; 

(2) Der Ligand bindet einen Rezeptor; 

(3) Der Rezeptor wird auf die Oberflache ubertragen; dies geschieht wiederum 
durch Anlegen eines elektrischen Feldes; nach Kontakt mit der Oberflache 

20 wird der Rezeptor durch eine Reaktion immobilisiert; 

(4) Ein freier Ligand wird an den immobilisierten Rezeptor angelagert; 

(5) Der Ligand wird auf der Oberflache durch eine Reaktion immobilisiert. 

Das Verfahren kann beliebig oft wiederholt werden. 

Die Fiqur 3 beschreibt ein Verfahren zur enzymatischen Vermehrung von 
25 Nukleinsauren auf zwei Oberflachen, wobei die einzelnen Verfahrensschritte als 
Zeitraffer wie folgt dargestellt sind: 
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(1) Ein erster Primer A wird durch eine Reaktion an der Oberflache eines festen 
Tragers immobilisiert; 

(2) Der Primer A bindet aus einer Losung von Nukleinsauren komplementare 
Fragmente; 

5 (3) Der Primer A wird an seinem 3'-Ende durch eine Polymerase verlangert; 

(4) Die komplementaren Fragmente werden freigesetzt; 

(5) Ein zweiter Primer B wird an das 3-Ende der verlangerten NukJeinsaure an- 
gelagert; 

(6) Der Primer B wird an seinem 3'-Ende durch eine Polymerase verlangert; 

10 (7) Der verlangerte, nicbt immobilisierte Primer B wird auf eine zweite Oberfla- 
che ubertragen; dies geschieht vorzugsweise durch Anlegen eines elektri- 
schen Feldes, wobei die beiden Oberflachen jeweils entgegengesetzt gepolt 
sind. Nach Kontakt mit der zweiten Oberflache wird der verlangerte Primer B 
durch eine Reaktion dort immobilisiert; 

15 (8) Ein weiterer Primer A wird an das 3'-Ende des verlangerten Primers B ange- 
lagert; 

(9) Der Primer A wird an seinem 3'-Ende durch eine Polymerase verlangert; 

(10) Der verlangerte Primer A wird auf die erste oder eine weitere Oberflache 
ubertragen. Auch dies geschieht wieder durch Anlegen eines elektrischen 

20 Feldes, wobei die beiden Oberflachen jeweils entgegengesetzt gepolt sind ( 

diesmal aber (anders als in Schritt (7)) mit umgekehrten Vorzeichen. Nach 
Kontakt mit der Oberflache wird der verlangerte Primer A durch eine Reakti- 
on dort immobilisiert; 

(11) Ein weiterer Primer B wird an das 3'-Ende des verlangerten Primers A ange- 
25 lagert. 

Das Verfahren wird dann beliebig oft fortgesetzt, vorzugsweise durch zyklisiertes 
Umpolen. 



30 



Die Fiqur 3a beschreibt das Verfahren gemafi der Figur 3, wobei alierdings zwi- 
schen den beiden Oberflachen eine Zwischenschicht angeordnet ist. Diese Zwi- 
schenschicht ist ausgewahlt aus der Gruppe eines Gels, einer Membran, eines Po- 



WO 00/32809 



- 16- 



PCT/DE99/03856 



lymeren, einer Keramik und/oder eines sogenannten Capillar Tube Arrays. Durch 
die Zwischenschicht wandert bei Anlegen eines elektrischen Feldes das nicht im- 
mobilisierte Molekul auf die zweite Oberflache, wo es immobilisiert wird. 

Die Figur 4 beschreibt dagegen zur Veranschaulichung ein grundsatzliches Verfah- 
5 ren zur enzymatischen Vermehrung von Nukleinsauren auf nur einer Oberflache; im 
einzelnen: 

(1 ) Ein erster Primer A wird durch eine Reaktion an der Oberflache eines festen 
Tragers immobilisiert; 

(2) Der Primer A bindet aus einer Losung von Nukleinsauren kompiementare 
10 Fragmente; 

(3) Der Primer A wird an seinem 3'-Ende durch eine Polymerase verlangert; 

(4) Die komplementaren Fragmente werden freigesetzt; 

(5) Ein zweiter Primer B wird an das 3'-Ende der verlangerten Nukleinsaure an- 
gelagert; 

15 (6) Der Primer B wird an seinem 3'-Ende durch eine Polymerase verlangert; 

(7) Der verlangerte, nicht immobilisierte Primer B wird an der Oberflache durch 
eine irreversible Reaktion gebunden; dies geschieht vorzugsweise durch An- 
legen eines elektrischen Feldes, wobei der geladene Primer B entlang des 
Feldes gefuhrt wird: 

20 (8) Ein weiterer Primer A wird an das 3'-Ende des verlangerten Primers B ange- 
lagert; 

Das Verfahren kann beliebig fortgesetzt werden. 

Die Figur 5 hingegen zeigt ein Verfahren zum Kopieren von Nukleinsauren auf eine 
zweite Oberflache; im einzelnen: 

25 (1) Immobilisierung von Nukleinsauren durch Reaktion mit der Oberflache eines 
festen Tragers; 

(2) Erzeugung von doppelstrangigen Molekulen durch Hybridisierung komple- 
mentarer Einzelstrange; alternate kann aber auch chemische Oder enzyma- 
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tische Ligation von komplementaren Fragmenten erfolgen Oder chemische 
Oder enzymatische Veriangerung von komplementaren Primern; 

(3) Ubertragung der Komplementarstrange auf eine zweite Oberflache und Im- 
mobilisierung derselben; dies geschieht vorzugsweise durch Anlegen eines 
5 elektrischen Feldes, wobei die beiden Oberflachen jeweils entgegengesetzt 

gepolt sind. 

Die Figur 6 zeigt in schematischer Ansicht zwei Koordinatensysteme mit zahlrei- 
chen Feldern, die hier zwei Oberflachen versinnbildlichen sollen, wie sie beispiels- 
weise bei Genchips Oder auf Membranen zur Anwendung kommen. Die untere O- 
10 berflache enthalt die zu kopierende Information, die durch Anlegen eines (nicht aa - 
gestellten) elektrischen Feldes entsprechend dem Verfahren nach Figur 3 auf die 
obere Oberflache ubertragen und dort immobilisiert wird. 

Die Figur 7 zeigt ein Verfahren zur Gen- und Genom-Synthese, sowie zur Rekom- 
bination; im einzelnen: 

(1) Ein Primer A wird durch eine Reaktion an der Oberflache eines festen Tra- 
gers immobilisiert; 

(2) Der Primer A bindet aus einer Ldsung von Nukleinsauren komplementare 
Fragmente; 

(3) Der Primer A wird an seinem 3'-Ende durch eine Polymerase verlangert; 

(4) Die komplementaren Fragmente werden freigesetzt. 

(5) Ein zweites Fragment, das zum 3'-Ende des verlangerten Primers A kom- 
piementar ist, wird angelagert. wobei auch teilkomplementare Fragmente 
ausreichen, deren 3*-Ende uberhangen;. 

(6) Der verlangerte Primer A wird elongiert. 

(7) Die komplementaren Fragmente werden freigesetzt. Die Schritte (5)-(7) kon- 
nen beliebig oft wiederholt werden. 

(8) Ein zweiter Primer B wird an das 3'-Ende der verlangerten Nukleinsaure 
angelagert. 

(9) Der Primer B wird an seinem 3-Ende durch eine Polymerase verlangert. 



20 
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(10) Der verlangerte Primer B wird wie in Fig. 1, Schritt 7 beschrieben auf eine 
zweite Oberflache ubertragen. Dieser Schritt hat den Vorteil, daB unvoll- 
standig verlangerte Primer A-Molekuie abgetrennt werden. Der verlangerte 
Primer B kann erneut fur Verlangerungsreaktionen eingesetzt werden. 

5 Die Figur 8 zeigt ein Verfahren zur gezielten Mutagenese von Nukleinsauren (site- 
directed Mutagenesis); im einzelnen: 

(1) Eine Nukleinsaure A wird durch eine Reaktion an der Oberflache eines fes- 
ten Tragers immobilisiert; die Nukleinsaure kann eines der Produkte der 
vorgenannten Verfahren sein; 

10 (2) Die Nukleinsaure A bindet aus einer Losung von Nukleinsauren komplemen- 
tare Fragmente, die Fehlbasenpaarungen aufweisen (Mutationsfragment); 
weiterhin wird ein Primer B angelagert; das Mutationsfragment kann auch 
identisch mit dem Primer B sein; 
(3) Das Mutationsfragment und der Primer B werden verlangert; 

15 (4) Die verlangerten Molekule werden miteinander ligiert; 

(5) Der verlangerte Primer B wird wie in Fig. 1, Schritt 7 beschrieben auf eine 
zweite Oberflache ubertragen; diese Vorgehensweise hat den Vorteil, dad 
auf der zweiten Oberflache nur mutierte Molekule vorliegen. 

Die Erfindung sei an folgendem Ausfuhrunosbeispiel erlautert, namlich an einem 
20 Verfahren zur Vermehrung von Nukleinsauren an zwei Oberflachen: 

Die Synthese des Primers A fuhrte zu einem Biotin-Label an seinem S'-Ende; hin- 
gegen enthielt der Primer B an seinem 5-Ende ein Fluoreszein-Label. Die Label 
wurden nach im Stand der Technik ublichen Verfahren, wie z.B. der Phospoamidit- 
chemie hergestellt. Der Primer A wurde an eine Membran A gekoppelt. Als Memb- 
25 ran wurde eine fur Nukleinsauren durchlassige bekannte Papiermembran verwen- 
det, die hier als Oberflache fungierte. 

Diese Membran enthielt kovalent gekoppeltes Streptavidin. Durch die Bio- 
tin/Streptavidin-Wechselwirkung fand die Kopplung statt. Ein zum Primer A kom- 
plementarer DNA-Strang wurde an diesen Primer A anhybridisert. Der Primer A 
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wurde durch Taq-Polymerase oder durch das Klenow-Fragment der Polymerase I 
am 3*-Ende verlangert. Anschliefiend wurde durch Erhitzen auf 90°C denaturiert 
(aiternativ kann auch eine Denaturierung durch ein ubliches Denaturierungsreagenz 
erfolgen). Zum Anhybridiseren des Primers B wurde die Denaturierungslosung ge- 
5 gen eine Losung, enthaltend TRIS-Borat-EDTA-Puffer ausgetauscht. Der Primer B 
wurde anschlieGend ebenso verlangert wie zuvor der Primer A (vgl. Figur 3 und 4). 

In einer herkommlichen Elektrophoreseapparafcur wurde die Membran A auf ein Gel, 
vorzugsweise PAGE-Gel, gelegt. Auf der Ruckseite des Gels wurde vorher eine 
Membran B aufgebracht, an der zuvor Fluoreszein-Antikorper immobilisiert wurden. 

10 Dieses "Sandwich" wurde mechanisch in einem Rahmen gehalten, stabilisiert und in 
eine Elektrophoresekammer eingefuhrt, die dergestalt war, dad die beiden Puffer 
voneinander getrennt waren, d.h., dali das Sandwich den Anoden- und Kathoden- 
raum trennte. Bei Aniegen einer Spannung, die der Dicke des Gels angepaGt war 
(hier 300 V), wurde nachfolgend in das Eiektrolyt ein denaturierendes Agens in den 

15 (-)-Raum eingespult (z.B. Harnstofflosung). Nach Erhitzen auf 70°C wurde e- 
lektrophoretisiert. Dabei loste sich der verlangerte Primer B und wanderte durch die 
Gelschicht auf die Membran B, wo er anschlieflend durch Bindung an den Fluores- 
zein-Antikorper gebunden und immobilisert wurde. 

AnschlieSend wurde das Sandwich aus der Elektrophoresekammer entfernt, die 
20 Membranen vom Gel entfernt und an der Membran B wurde nach den oben be- 
schriebenen Methoden der Primer A wiederum anhybridisert und verlangert. Beide 
Membranen wurden auf ein frisches PAGE-Gel gelegt in der Gestalt, daft die bei- 
den Membranen in der ursprunglichen Orientierung unter Erhalt der Ortsinformatio- 
nen, paflgenau ausgerichtet wurden. Anschlieliend wurde wie oben beschrieben die 
25 Elektrophorese durchgefuhrt, allerdings in der Weise, dafl die vorher im (+)-Raum 
(Anodenraum) befindliche Membran B nunmehr im (-)-Raum (Kathodenraum) an- 
geordnet war. 

Aiternativ kann das Experiment in einer Mikrofluid-Apparatur durchgefuhrt werden, 
bei dem die Membranen und die Eiektroden fest orientiert sind, der Anoden- und 
30 Kathodenraum jedoch unterschiedlich voneinander gespult und mit den entspre- 
chenden Reagenzien gespult werden kann. In dieser Apparatur verwendet man 
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schwach quervernetzte Gele, wie sie in der Kapiilarelektrophorese ublich sind. Die- 
se Gel werden dann bei jedem Vorgang ausgewechselt. 

Ferner kann das Experiment alternativ mit aktiverbaren Reaktivprimern durchge- 
fuhrt werden. Unter aktivierbaren Reaktivprimern werden im Sinne der Erfindung 
5 solche Primer verstanden, die eine reaktive Funktionalitat besitzen und deren Reak- 
tivitat durch die Wahl geeigneter auBerer Bedingungen beeinfludbar ist. Solche au- 
(lere Bedingungen konnen chemischer, elektrochemischer oder photochemischer 
Art sein. Ein Beispiel fur einen aktivierbaren Reaktivprimer ist ein Oligonukleotid, 
das uber einen Aminolinker eine Cysteineinheit besitzt, deren Thioigruppe als 2'- 

10 Thiopyridyldisulfidgruppe geschutzt ist. Die Membran enthalt in diesem Fall Carbo- 
xygruppen in Form reaktiver Thioester. Beim Anhybridisieren werden redoxneutrale 
Reaktionsbedingungen verwendet. Nach Durchwandern des Feldes gelangt der 
verlangerte Primer auf eine Membran, an/in der reduzierende Bedingungen herr- 
schen. Reduktive Bedingungen werden geschaffen durch die Vorlage oder Anwe- 

15 senheit von z.B. Thiolen wie Dithioerytrol oder Dithiotreitol. In Gegenwart dieser 
Reagenzien kommt es unter Disulfidaustauschreaktionen zu einer Abspaltung von 
2-Thiopyridon, so dad die nunmehr freigesetzte Thioigruppe am verlangerten Pri- 
mer mit dem Thioester an der Membran reagieren kann. Bei der Reaktion wird pri- 
mar ein Thioester gebildet, der durch die benachbarte intramolekulare Aminogruppe 

20 des Cysteins zum Amid abreagiert. 

Weitere Verwendungsmoglichkeiten der Erfindung sind in den folgenden Figuren 
wie folgt beschrieben: 

Die Fiqur 9 zeigt ein Verfahren zur Klonierung und Sequenzierung genomischer 
Fragmente. 

25 (1) Nach Restriktionsverdau werden die DNA-Fragmente mit zwei verschiede- 
nen Linkern ligiert, die die Sequenz zu zu verwendenden Primer A und B 
vorgeben. Die genomischen Fragmente werden durch das Verfahren gemaB 
Fig. 3 vereinzeit. Bei der Vermehrung werden nur die Fragmente amplifiziert, 
die verschiedene Linker tragen. 
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(2) Die so vereinzelten und amplifizierten Fragmente werden durch Hybridisie- 
rungstechniken sortiert ("chromosome walking"). 

(3) Die sortierten Fragmente werden einzeln vermehrt, mit Restriktionsendo- 
nukleasen gespalten und subkloniert 

5 (4) Die subklonierten Fragmente konnen erneut durch Hybridisierungstechniken 
sortiert werden. Die Fragmente werden dann der Sequenzanaiyse zugefiihrt 

Die Figur 10 zeigt ein Verfahren zur funktionellen Analyse von genomischen Frag- 
menten. 

(1) DNA Fragmente werden, wie in Figur 9 beschrieben, sortiert. 

10 (2) Die einzeistrangigen Fragmente werden durch chemische oder enzymati- 
sche Synthese zum Doppelstrang erganzt. 

(3) Die Fragmente werden mit Faktoren (z.B. Repressorproteine, Aktivatorpro- 
teine) in Kontakt gebracht. Der Nachweis der spezifischen Bindung an be- 
stimmte Nukieinsaurefragmente erlaubt die funktionelle Zuordnung des Fak- 

15 tors im genomischen Kontext. 

Die Figur 11 zeigt ein Verfahren zur parallelen Quantifizierung der Genexpression. 

(1) Nach reverser Transkription von mRNA werden die DNA-Fragmente, wie in 
Figur 9 beschrieben, mit Linkern versehen und vereinzelt. 

(2) Die cDNA-Fragmente werden sortiert. 

20 (3) Die cDNA-Ragmente werden sequenziert 

(4) Kopien der sortierten und sequenzierten Bibliotheken werden mit zelluiaren 
mRNAs einer gesunden Zelle in Kontakt gebracht. Die spezifischen Hybridi- 
sierungsereignisse werden durch im Stand der Technik bekannte Verfahren 
(z.B. Fluoreszente Reportergruppen) nachgewiesen. 
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(5) In analoger Weise werden die zellularen mRNAs einer pathologisch veran- 
derten Zelle (z.B. Tumorzelle) mit einer weiteren Kopie der Bibliothek in Kon- 
takt gebracht. 

(6) Der Vergleich der derartig quantifizierten Genexpressionsmuster erlaubt die 
5 Identifizierung der mit der Erkrankung verbundenen Gene. 

Die Fiqur 12 zeigt die Verwendung des Verfahrens zur Verbesserung des Signal- 
Rausch-Verhaltnisses beim Nachweis . 

(1) Eine Bibliothek wird nach dem in Figur 9 oder Figur 11 beschriebenen Ver- 
fahren hergestellt. 

10 (2) Die Bibliothek wird mit der zu analysierenden einzelstrangigen DNA oder 
RNA in Kontakt gebracht. 

(3) Die hybridisierenden DNAs oder RNAs werden auf eine gegenuberiiegende 
Oberflache unter Erhalt der Ortsinformation ubertragen. 

(4) Die Schritte 2 und 3 werden wiederholt. 

15 (5) Der Schritt 4 kann beliebig oft durchgefuhrt, resp. wiederholt werden. Die 
Signalmessung kann unter Verwendung von sensitiven Scanning-Techniken, 
wie z.B. Scanning Electrochemical Microscopy (SECM) oder Atomic Force 
Microscopy (AFM) erfolgen. 

Die Figur 13 zeigt die Verwendung des Verfahrens zur funktionellen Zuordnung von 
20 Proteinen. 

(1) Eine Bibliothek wird nach dem in Figur 9 oder Figur 11 beschriebenen Ver- 
fahren hergestellt, wobei einer der beiden verwendeten Linker eine Startse- 
quenz fur eine RNA Polymerase enthalt. Der Promotor kann auch nachtrag- 
lich durch das in Figur 7 beschriebene Verfahren angehangt werden. 

25 (2) Die DNA-Fragmente werden sortiert. 
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(3) Die einzelstrangigen Fragmente werden durch chemische oder enzymati- 
sche Synthese zum Doppelstrang erganzt. 

(4) Die doppelstrangigen DNA-Fragmente werden durch in vitro-Transkription in 
RNA ubersetzt Die entstehenden RNAs werden durch Anlegen eines elekt- 

5 rischen Feldes unter Erhalt der Ortsinformation auf eine neue Oberflache 

Qbertragen. 

(5) Die RNA-Bibliothek wird durch in vitro-Translation in Proteine ubersetzt. Die 
entstehenden Proteine werden durch Anlegen eines elektrischen Feldes un- 
ter Erhalt der Ortsinformation auf eine neue Oberflache ubertragen. Da Pro- 

10 teine sehr unterschiedliche Nettoladungen aufweisen konnen, wird der in 

vitro Translationsschritt vorzugsweise wiederholt, wobei der Transferschritt 
mit entgegengesetzter Polaritat durchgefuhrt wird. 

(6) Die Proteinbibliothek wird mit einem oder mehren Faktoren (Proteine, RNAs, 
DNAs, andere Molekule biologischen oder chemischen Ursprungs) in Kon- 

15 takt gebracht. Die spezifischen Bingungssereignisse werden durch im Stand 

der Technik bekannte Verfahren nachgewiesen. Der Nachweis der spezifi- 
schen Bindung erlaubt die simultane Erfassung funktioneller Wechselwir- 
kungen. 



Die Figur 14 zeigt die Verwendung des Verfahrens zum Screening von kombinatori- 
20 schen Proteinbibliotheken. 



(1) Eine Oligonukleotidbibliothek wird nach im Stand der Technik bekannten 
Verfahren durch chemische Synthese hergestellt. 

(2) Die Oligonukleotidbibliothek wird durch das in Figur 7 beschriebene Verfah- 
ren in 3'- und S'-terminaler Richtung verlangert. Die verlangernden Sequen- 

25 zen kodieren z.B. fur die konstanten Regionen eines single chain- 

Antikorpers. 

(3) Die einzelstrangigen Fragmente werden durch chemische oder enzymati- 
sche Synthese zum Doppelstrang erganzt. 
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(4) Die doppelstrangjgen DNA-Fragmente werden durch in vitro-Transkription in 
RNA ubersetzt. Die entstehenden RNAs werden durch Anlegen eines elekt- 
rischen Feldes unter Erhalt der disinformation auf eine neue Oberflache 
ubertragen. 

5 (5) Die RNA-Bibliothek wird durch in vitro-Translation in Proteine ubersetzt. Die 
entstehenden Proteine werden durch Anlegen eines elektrischen Feldes un- 
ter Erhait der Ortsinformation auf eine neue Oberflache ubertragen. 

(6) Die Proteinbibliothek wird mit einem oder mehren Faktoren (Proteine, RNAs, 
DNAs, andere Molekuie biologischen oder chemischen Ursprungs) in Kon- 
10 takt gebracht. Die spezifischen Bingungssereignisse werden durch im Stand 

der Technik bekannte Verfahren nachgewiesen. Der Nachweis der spezifi- 
schen Bindung erlaubt die simultane Erfassung funktioneller Wechseiwir- 
kungen. 

Bei alien vorgestetlten Verfahrensaiternativen ist es moglich innerhalb des jeweili- 
15 gen Ubertragungsschritts des jeweiligen Verfahrensablaufs den (geometrischen) 
Maftstab der Ubertragung unter Erhalt der Ortsinformation zu verandern, resp. zu 
verkleinern und/oder zu vergrodern. Dies ist z.B. dann zweckmaflig, wenn die Ge- 
ometrie der Arrays, von denen ubertragen wird bzw. auf die ubertragen wird, nicht 
identisch mit dem Ausgangsarray bzw. Zielarray sind. 



20 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Vermehrung von Liganden und Rezeptoren auf wenigstens 
zwei Oberflachen, umfassend einen Oder mehrere der folgenden Zyklen: 

a) Imrnobiiisierung eines Liganden an einer ersten Oberflache einer 
Festphase; 

5 b) Zugabe einer Losung von Rezeptoren und Binden komplementarer 

Rezeptoren an den Liganden; 

c) Ubertragung des Rezeptors an eine weitere Oberflache und dortige Im- 
rnobiiisierung des Rezeptors; 

d) Anlagerung eines weiteren Liganden an den immobilisierten Rezeptor; 
10 e) Ubertragung des Liganden an eine Oberflache und dortige Imrnobiiisie- 
rung des Liganden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Oberflache in Schritt (c) und/oder (e) 
eine zweite, von der ersten raumlich getrennte Oberflache ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die Ubertragung in Schritt (c) und 
15 (e) durch Anlegen eines elektrisches Feldes erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 und 3, wobei das elektrische Feld zwischen der 
ersten und zweiten Oberflache angelegt wird. 

5. Verfahren zur enzymatischen Vermehrung von Nukleinsauren auf wenigs- 
tens zwei Oberflachen, umfassend einen Oder mehrere der folgenden Ampli- 

20 fikationszyklen: 

a) Imrnobiiisierung eines ersten Primers an einer ersten Oberflache ei- 
ner Festphase; 

b) Zugabe einer Losung von Nukleinsauren und Binden komplementa- 
rer Fragmente an den ersten Primer; 

25 c) Verlangerung des ersten Primers an seinem 3'-Ende, korrespondie- 

rend zu dem komplementaren Fragment, durch eine Polymerase; 

d) Freisetzen der komplementaren Fragmente; 

e) Anlagerung eines zweiten Primers an das 3'-Ende der verlangerten 
Nukleinsaure; 
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f) Verlangerung des zweiten Primers an seinem 3'-Ende durch eine Po- 
lymerase; 

g) Obertragung des zweiten Primers an eine weitere Oberflache und 
Immobiiisierung des verlangerten Primers. 

5 h) Anlagerung eines weiteren ersten Primers an das 3'-Ende des zwei- 

ten, verlangerten Primers; 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Oberflache in Schritt (g) eine zweite, von 
der ersten raumlich getrennte, Oberflache ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, wobei die Obertragung in Schritt (g) durch 
10 Anlegen eines elektrisches Feldes erfolgt. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 und 7, wobei das elektrische Feld zwischen der ers- 
ten und zweiten Oberflache angeiegt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 6, wobei nach Obertragung auf die zweite Oberflache 
die folgenden Ampiiftkationsschritte erfolgen: 

15 a) Verlangerung dieses ersten Primers an seinem 3 f -Ende, korrespon- 

dierend zu dem komplementaren Fragment, durch eine Polymerase; 

b) Obertragung des verlangerten Primers auf die erste oder eine weitere 
Oberflache und Immobiiisierung des Primers; 

c) Anlagerung eines weiteren zweiten Primers an das 3'-Ende des ver- 
20 langerten ersten Primers. 

10. Verfahren zum Kopieren von Nukleinsauren von einer ersten auf eine zweite 
Oberflache, umfassend folgende Verfahrensschritte: 

a) Immobiiisierung von Nukleinsauren durch Reaktion mit der Oberfla- 
che eines festen Tragers; 
25 b) Erzeugung von doppelstrangigen Molekiilen durch 

ba) Hybridisierung komplementarer Einzelstrange; oder 

bb) chemische oder enzymatische Ligation von komplementaren 
Fragmenten; 

be) chemische oder enzymatische Verlangerung von komplementa- 
30 ren Primern; 

c) Obertragung der Komplementarstrange auf eine zweite Oberflache 
und Immobiiisierung derselben. 
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11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Ubertragung in Schritt (c) durch An- 
legen eines elektrisches Feldes erfotgt, wobei das elektrische Feld zwischen 
der ersten und zweiten Oberflache angelegt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Nukleinsauren auf dem festen TrS- 
5 ger zweidimensional geordnet angeordnet sind und entsprechend dieser 

Ordnung unter Erhalt der Ortsinformation ubertragen werden. 

13. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Festphasenmaterial ausgewahlt ist aus organischem Oder anorgani- 
schem Material Oder aus einem Hybrid dieser Materialien und eine zwei- o- 

10 der dreidimensionale Matrix darsteilt. 

14. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruch, wobei die 
Immobiiisierung durch kovalente oder nicht-kovalente Bindung erfolgt. 

15. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauren, Liganden, Rezeptoren oder deren Derivate mit einem de- 

15 tektierbaren Label versehen sind. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Label ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe der Radioisotope, der stabilen Isotope, der Enzyme, der immunreaktiven 
Verbindungen, der Fluoreszenz- oder Lumineszenz-Chemikalien, der Chro- 
mophore, der Metalle oder geladener Teilchen. 

20 17. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Losung von Nukleinsauren D- und/oder L-Nukleinsauren umfasst. 
18. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zwischen den Oberflachen eine fur die Nukleinsauren und/oder Ligan- 
den/Rezeptoren durchlassige Zwischenschicht angeordnet ist. 

25 19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Zwischenschicht ausgewahlt ist aus 
der Gruppe eines Gels, einer Membran, eines Poiymeren, einer Keramik 
und/oder eines sogenannten Capillar Tube Arrays. 
20. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauren mit einer positiv geladenen Kopfgruppe versehen sind. 

30 21. Verfahren nach wenigstens einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
beim jeweiligen Ubertragungsschritt innerhalb des jeweiligen Verfahrensab- 
laufs der MaRstab unter Erhalt der Ortsinformation verkleinert und/oder ver- 
groftert werden kann. 
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22. Verwendung des Verfahrens nach den Anspriichen 5 bis 9 zur Klonierung 
genomischer Fragmente von DNA, cDNA und RNA. 

23. Verwendung nach Anspruch 22 zur Subklonierung nach Restriktionsverdau. 

24. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur VerstSrkung eines immu- 
5 nologischen Ligand/Rezeptor-Paares. 

25. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur Verstarkung des Ligan- 
densignals. 

26. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 5 fur das Sortieren von be* 
nachbarten Fragmenten durch Hybridisierungstechniken (chromosome wai- 

10 king). 

27. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 10 zum Kopieren von Gei«- 
chips. 
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(54) Title: CLONING AND COPYING ON SURFACES 

(54) Bezeichnung: KOPIEREN UND KLONIEREN AN OBERFLACHEN 



(57) Abstract 



The invention relates 
to a method for cloning and 
copying genetic material on 
surfaces as well as copying 
biological material insofar as 
it, in a broader sense, can 
be classified in a ligand re- 
ceptor system. The inven- 
tion thus relates, in particu- 
lar, to a method for propagat- 
ing ligands and receptors on 
at least two surfaces which 

comprises one or several of X T 

the following cycles: a) Im- •--•» - -- ^ 

mobilizing a ligand on a first 
surface of a solid phase; b) 
adding a solution of recep- 
tors and binding complemen- (1) (2) (3) 
tary receptors to the ligands; 
c) transferring the receptor to 
an additional surface and im- 
mobilizing the receptor at that location; d) attaching an additional ligand to the immobilized receptor; e) transferring the ligand to a surface 
and immobilizing the same at that location. Nucleic acids are also understood as a ligand/receptor system. 



i 



(4) 



(5) 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung bctrifft ein Verfahren zum Klonicrcn und zum Kopieren genetischen Materials an Oberfiachen, abcr auch 
das Kopieren von biologischem Material, soweit es sich in ein Ligand-Rezeptor-System im weiteren Sinne einordnen lasst Die Erfindung 
betrifft daher insbesondere ein Verfahren zur Vermehrung von Liganden und Rezeptoren auf wenigstens zwei Oberflachen, umfassend 
einen oder mehrere der folgenden Zyklen: a) ImmobiUsierung eines Liganden an einer ersten OberflSche einer Festphase; b) Zugabe einer 
Ldsung von Rezeptoren und Binden komplementarer Rezeptoren an den Liganden; c) Ubertragung des Rezeptors an eine weitere OberflSche 
und dortige Immobilisierung des Rezeptors; d) Anlagerung eines weiteren Liganden an den immobilisierten Rezeptor; e) Obertragung des 
Liganden an eine Oberflftche und dortige Immobilisierung des Liganden. Als Liganden-ZRezeptor-System werden auch Nukleinsauren 
verstanden. 
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